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論文内容要旨
 1.目
的
 小児固形悪性腫瘍は最近の治療法の進歩にもかかわらず予後不良である。著者は小児固形悪性
 腫瘍の治療法改善を目的とし,癌細胞の特異的性状および増殖動態を検討する目的で小児固形悪
 性腫瘍の培養を行なった。
 2.材料および方法
 昭和53年8月から昭和55年末までに手術した小児悪性腫瘍中24例の切除腫瘍組識の組識培養を
 行なった。内容は神経芽腫9例,肝癌(肝芽腫+成人型肝癌)4例,横紋筋肉腫4例,網膜芽腫
 3例,バーキットリンパ腫2例,ウィルムス腫2例である。培養液はDM-160に10～20%牛胎
 児血清を加えて用いた。培養方法は,腫瘍組識を細切後浮遊液又は植片として培養した。機械的
 方法で細胞収率の悪い場合はトリプシン,ディスパーゼを用いた。容器は主にTD-40を用い閉
 鎖系又は5%CO2培養器で培養した。細胞は随時形態学的観察を行なった。樹立しえた細胞につ
 いては,細胞集団倍加時間,染色体分析,SurfaceMarkers,EBNA,異種移殖,培養液中産
 生物質などを検索した。
 3.結 果
 24例中18例(75%)において初代培養で腫瘍由来と思われる細胞が観察され,うち8例(33%)
 が継代可能であり,3例(L2.5%)で株化に成功した。神経芽腫,肝芽腫などは初代培養で腫瘍
 細胞が見られる事が多いが線維芽細胞の増生により剥離してしまう場合が多い。網膜芽腫は浮遊
 細胞として観察されるが分裂増植は全く見られなかった。以下株化しえたバーキットリンパ腫由
 来細胞株(TL-L)と,神経芽腫由来細胞様(TN-t),肝芽腫由来細胞株(TH-1)についてその
 性状をのべる。
 ①TL-1の性状
 初代培養数日後から円形小型の細胞が浮遊形又は線維芽細胞に附着して増殖しているのが観
 察された。浮遊細胞を継代する事により線維芽細胞との分離に成功した。小型円形細胞が単一
 又は数十個の凝集を作っており,ギムザ染色で大型の核と好塩基性の細胞質が見られ,電顕で
 microvilh,辺在するミトコンドリア,Nuclearblebなどが観察された。細胞集団倍加時間
 は36時間であった。染色体分析では47・XY・+7,t(8q一;14q+)という異常を示した。
 SurfaceMarkerの検索では,α一chainとλ一chainからなるIgAを膜表面に持っている事
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 がわかった。3回の検索でS-lgAは徐々に増加しており・培養約2年後には・α一chainが・
 72.正%,λ一chainが,59.7鰯であった。羊赤血球,補体,Fcに対するreceptorの検索では
 全て(一)であり,この細胞はB細胞由来S-IgAをもつ細胞である事が示された。EBNAは〔一)で
 あった。ヌードマウス移殖では,Starry-skyを示す原腫瘍類似の組織像を持つ腫瘤を形成す
 る。
 ②TN-1の性状
 初代培養数日後から紡錘形の細胞が周囲に拡がっていくのが観察され,線維芽細胞の増生に
 より剥離した細胞を継代する事により線維芽細胞との分離に成功した。形態学的には短い神経
 突起様構造を有する紡錘形細胞で,透過電顕でcoredvesicleが見られた。細胞集団倍加時間
 は約48時間である。染色体分析ではモードが45であった。培養液中カテコールアミンとその代
 謝産物の検索では,ホモバニリン酸,ドーパミン,ノルアドレナリンが検出され,DBcAMP
 lmM投与により,ホモバリン酸,ドーパミンが5倍～8倍に増加した。ヌードマウス移植によ
 り,暗赤色腫瘤を形成し,組識学的に原腫瘍と類似している。
 ③TH-1の性状
 初代培養では上皮様細胞のコロニー形成は充分ではなく線維芽細胞間に散在するのみであっ
 たが,培養4カ月目Hemicyst形成が見られやがてバルーン状となった。このバルーン様細胞
 集団の継代により上皮様細胞の増殖が観察された。バルーン壁を透過電顕でみると,2～3層
 の細胞からなり・培養液側にはmicrovilhが見られ・細胞間には細胆管様構造・tightjunction
 細胞内にはグリコーゲン顆粒が見られる。培養液内産生物質の測定では,αFp,rGTPアイソザ
 イム,アルブミンが検出され,肝癌細胞としての機能を維持していた。ヌードマウス移殖では現
 在までのところ造腫瘍性は見られない。
 4.結 論
 小児固形悪性腫瘍の組識培養を試み,3株の樹立に成功した。パーキットリンパ腫由来TL-1
 株はEBNA(一},SIgA{+),特有の染色体異常t(8q-114q+)を示した。神経芽腫由来TN-1株は
 coredvesicleを持ち,HVA,ドーパミン,/ルアドレナリンを産生する。肝芽腫由来TL-1
 は,上皮様形態とHemicystを示し,αFp,7GTPアイソザイム,アルブミンを産出し肝由来を
 示す。
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 審査結果の要旨
 小児固形悪性腫瘍は,最近の治療法の進歩にもかかわらず予後不良である。本研究は,小児固
 形悪性腫瘍の治療の改善を目的とし,癌細胞の特異的性状および増殖動態を検討するため,小児
 固形悪性腫瘍の組織培養を行なったものである。
 材料は24例の小児癌切除組織で,神経芽腫9例,肝癌(肝芽腫+成人型肝癌)4例,横紋筋肉
 腫4例,網膜芽腫3例,バーキットリンパ腫2例,ウィルムス腫2例である。24例中18例(75%)
 において,初代培養で腫瘍由来と思われる細胞が観察され,うち8例(33%)が継代可能であり,
 3例(12.5%)で株化に成功し亡いる。樹立しえた3株は,バーキットリンパ腫由来株(TL-1),
 神経芽腫由来株(TN-1),肝芽腫由来株(TH-1)である。
 TL-1は,円形小型の浮遊形細胞で,単一又は数十個の凝集を作って増殖し,大型の核を有
 し,電顕でmicrovilli,辺在するミトコンドリア,Nuclearblebなどがみられる。細胞集団
 倍加時間は約36時間である。染色体分析では,47,XY,+7,t(8q一;14q+)という異
 常を示した。S皿faceMarkerの検索でIgAを有していた。EBNA(一)であり,ヌードマウ
 ス移植により,Starry-skypattemの腫瘍を作る。
 TN-1は紡錘型の細胞で,短い神経突起様構造を有し,電顕でcoredvesicleが見られ,
 培養液中にホモバニリン酸,ドーパミン,ノルアドレナリンを産生する。DBcAMP投与により
 ホモバニリン酸,ドーパミンの産生は,5倍～8倍に増加する。ヌードマウス移植により暗赤色
 腫瘍を形成し,組織学的には原腫瘍と類似している。
 TH-1は敷石状に配列して増殖し,一部Hemicystおよびバルーン状細胞集団を形成する。
 その壁を電顕で観察すると,2～3層の細胞からなり,培養液側にはmicrovilliがみられ,細
 胞間には細胆管様構造,tightjunctionがみられる。培養液中にαFb,rGTPアイソザイム,
 アルブミンを産生し,肝細胞としての機能を保持している。
 これらの3株は,形態,生化学的機能などで原腫瘍細胞の性状をいくつかの点で保持しており,
 また,各々の特異的性状を観察し得ている。
 このように小児固型悪性腫瘍の多くの初代培養に成功し,さらには継代培養を可能とし,3株
 ではあるが株化に成功したことにより,癌細胞の特異的性状,増殖状態等の基本的検討を可能に
 した。とくにinvitroあるいはinvivoにおける小児悪性腫瘍の動態を,その治療方法別に検
 討し得る道を拓いた点は特筆すべきで,学位授与に値するものと認める。
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